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La paraparesia espástica tropical (PET) es una enfermedad neurodegenerativa 
progresiva asociada a la infección con HTLV-1. Se estima que alrededor del 5% de 
personas infectadas con el virus podrían desarrollar PET, lo cual implica afecciones en 
los miembros inferiores como dolores lumbares, padecimientos urinarios y problemas 
en el caminar, así como la posterior postración del individuo. Pese a que esta 
enfermedad ha sido descrita y estudiada hace varias décadas aún no se conocen de 
manera precisa los factores que la desencadenan, mucho menos existe un tratamiento 
estandarizado para los pacientes que sufren este padecimiento. En este estudio se 
evaluó los efectos in vitro del antioxidante pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) sobre las 
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes con PET. Se encontró 
que la PDTC es capaz de reducir la proliferación celular de las PBMC infectadas, así 
como también disminuye la expresión de la citoquina proinflamatoria IFN-γ. Ambos 
efectos se encuentran asociados a la activación exacerbada de la vía NF-κB que ocurre 
en las células de pacientes con PET, por lo que también se evaluó el efecto de la PDTC 
sobre la activación de esta vía. Se observó que el tratamiento con el antioxidante redujo 
de manera significativa la activación de la vía NF-κB mediada por la proteína RelA. En 
ese sentido, se ha podido comprobar que el antioxidante PDTC muestra efectos 
antiproliferativos y antiinflamatorios sobre las PBMC de pacientes con paraparesia 
espástica tropical, lo que podría implicar su posible uso como agente terapéutico para 




HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) is a progressive 
neurodegenerative disease associated with infection with HTLV-1. It is estimated that 
around 5% of people infected with the virus could develop HAM/TSP, which involves 
conditions in the lower limbs such as lower back pain, urinary conditions and walking 
problems, as well as the subsequent prostration of the individual. Although this disease 
has been described and studied several decades ago, they still do not know precisely 
the factors that trigger it, much less there is not a standardized treatment for patients 
suffering this condition. In this study, the in vitro effects of the antioxidant pyrrolidine 
dithiocarbamate (PDTC) on peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of patients with 
PET were evaluated. It was found that PDTC is capable of reducing the cellular 
proliferation of infected PBMCs, as well as decreasing the expression of the 
proinflammatory cytokine IFN-γ. Both effects are associated with the exacerbated 
activation of the NF-κB pathway that occurs in the cells of patients with HAM/TSP, so 
the effect of PDTC on the activation of this pathway was also evaluated. It was observed 
that the treatment with the antioxidant significantly reduced the activation of the NF-κB 
pathway mediated by the RelA protein. In that sense, it has been possible to verify that 
the antioxidant PDTC shows anti-proliferative and anti-inflammatory effects on PBMC of 
patients with HAM/TSP, which could imply its possible use as a therapeutic agent for this 






El virus linfotrópico humano de células T tipo 1 (HTLV-1, por sus siglas en inglés) 
fue el primer retrovirus humano identificado (Poiesz et al., 1980). Se estima que 
alrededor de 5 a 10 millones de personas se encuentran infectadas con este virus 
a nivel mundial (Gessain & Cassar, 2012), con mayor prevalencia en lugares como 
Japón, Melanesia, Irán, África central y occidental, el Caribe y Sudamérica (Proietti 
et al., 2005). En el Perú se ha reportado una frecuencia de infectados con HTLV-1 
que triplica la cantidad de individuos infectados con HIV, y cuya mayor incidencia 
se encuentra en poblaciones de ascendencia andina y grupos étnicos minoritarios 
(Carneiro-Proietti et al., 2002; Fujiyoshi et al., 1999; Blas et al., 2013).  
La paraparesia espástica tropical (PET) es una de las enfermedades más 
significativas que, junto a la leucemia de células T adultas (ATLL), se encuentra 
relacionada a la infección por el virus HTLV-1. La PET es una neuropatía crónica 
progresiva que afecta aproximadamente al 4% de los pacientes infectados con el 
virus (Goncalves et al., 2008), la calidad de vida de estos pacientes se va 
reduciendo a medida que progresa la enfermedad debido a que las alteraciones en 
el caminar, el dolor lumbar y la disfunción sensorial y urinaria empeoran (Gotuzzo 
et al., 2004). Actualmente no se cuenta con un tratamiento estandarizado para PET 
por lo que la búsqueda de drogas que puedan tener actividad contra esta 
enfermedad se hace necesaria. 
Los síntomas que aquejan a los pacientes con PET estarían posiblemente 
relacionados a la sobre-activación de la vía NF-κB, la cual origina la expresión de 
genes involucrados en respuestas inflamatorias, crecimiento celular, 
carcinogénesis, entre otras funciones celulares. Algunas investigaciones sobre las 
posibles causas del desarrollo de esta enfermedad encontraron una sobre-
activación de la vía NF-κB en pacientes con PET, en comparación con personas 
sanas. La sobre-activación de esta vía en pacientes con PET estaría mediada por 
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efecto de la proteína Tax codificada por HTLV-1, la cual es capaz de activar la vía 
NF-κB a través de la fosforilación de la proteína IκBα y su posterior degradación por 
el proteosoma (Xiao et al., 2001). La proteína IκBα, cuando no se encuentra 
fosforilada, tiene por función mantener secuestrado al complejo NF-κB en el 
citoplasma evitando su translocación al núcleo y de esta manera inhibir la activación 
y expresión de los genes regulados por esta vía (Li & Verma, 2002). 
Estudios en otras enfermedades inflamatorias, como la artritis reumatoide o algunos 
tipos de cáncer, han mostrado evidencias de la posibilidad de modular la vía NF-κB 
utilizando drogas inhibitorias. Una de las drogas que ha mostrado resultados 
prometedores es la pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) que ha sido estudiada en 
algunas de estas enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, el 
carcinoma renal y el cáncer de mama (Cuzzocrea et al., 2002; Morais et al., 2006; 
Gu et al., 2009). Esta droga es capaz de disminuir los niveles de fosforilación de la 
proteína IκBα y evitar su degradación por el proteosoma, lo que a su vez reduce la 
activación de la vía NF-κB y de esta manera modula la expresión de los genes 
controlados por NF-κB involucrados en los procesos celulares de proliferación y 
respuesta inflamatoria (Peng et al., 2005). 
En Perú, el grupo de HTLV de la Unidad de Epidemiología Molecular de la 
Universidad Cayetano Heredia ha venido realizando activamente diversos estudios 
sobre este virus y las enfermedades asociadas. En uno de estos estudios se 
evaluaron tanto factores virales y factores genéticos del hospedero como posibles 
marcadores de la PET en pacientes peruanos infectados con HTLV-1 (Talledo et 
al., 2010). Asimismo, en otro estudio se investigó la posible implicancia del gen 
NFKB1A en la susceptibilidad de desarrollar PET en pacientes peruanos infectados 
con HTLV-1 (Talledo et al., 2012). Asimismo, al medir la expresión del gen NFKB1A, 
el cual codifica a la proteína IκBα se encontró que los pacientes con PET muestran 
una menor expresión de este en comparación a los asintomáticos HTLV-1 positivos 
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(Talledo et al., 2014). Esto hace suponer que presentar una menor cantidad de IκBα 
sería una de las razones de que se presente una mayor actividad de la vía NF-κB 
en pacientes con PET, lo que generaría una mayor producción de citoquinas 
proinflamatorias y una alta proliferación de las células de estos individuos. De esta 
manera, el estudio de moléculas capaces de modular esta vía podría ser de gran 
beneficio para reducir la producción de citoquinas que podrían ser las causantes de 
la patología en los pacientes con PET.  
Conforme a lo expresado anteriormente, este estudio propone analizar los efectos 
de la PDTC sobre la fosforilación de la proteína IκBα y el impacto sobre la vía NF-
κB de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con PET, con el fin 




II. MARCO TEÓRICO 
1. HTLV-1: Virus linfotrópico de células T humanas tipo 1 
a. El virus 
El virus de leucemia de células T humano tipo 1 es un virus de tipo C que 
pertenece al género Deltaretrovirus de la familia Retroviridae. HTLV-1 fue el 
primer retrovirus oncógeno humano conocido tras ser aislado de un paciente 
con una enfermedad maligna de células T, lo cual demostró la existencia de 
los retrovirus (Poiesz et al., 1980).  
Estructuralmente, como se muestra en la Figura 1, HTLV-1 presenta una 
conformación esférica con un diámetro aproximado de 0.2 µm (Ohtsuki et 
al., 1982). El genoma del virión, inmerso en la nucleocápside, y sus 
proteínas funcionales (proteasa, transcriptasa reversa e integrasa) se 
encuentran protegidos por la cápside icosaédrica viral, la cual es rodeada 
de manera uniforme por una bicapa lipídica ubicada adyacentemente a la 
capa matriz que ayuda a organizar los componentes virales (Verdonck et al., 
2007). 
El genoma de HTLV-1, de aproximadamente 9 kb, consiste en una molécula 
de ARN de cadena simple y de polaridad positiva. Asimismo, incluye genes 
estructurales y enzimáticos (gag, prt, pol y env), característicos en los 
retrovirus, flanqueados por dos repeticiones terminales largas (LTR, por sus 
siglas en inglés) (Seiki et al., 1983; Franchini, 1995). Adicionalmente, HTLV-
1 cuenta con una región denominada pX, localizada entre el gen env y la 
región 3’-LTR, la cual contiene cuatro marcos abiertos de lectura (ORF, por 
sus siglas en inglés) superpuestos que codifican varias proteínas 
regulatorias como p12, p13, p30, Rex, Tax y HBZ (Gaudray et al., 2002; 
Verdonck et al., 2007; Edwards et al., 2011) (Figura 1).  
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HTLV-1, durante su fase infectiva, convierte su genoma de ARN de cadena 
simple a ADN de cadena doble, el cual es insertado en el genoma de la 
célula hospedera y, después de un largo periodo de incubación, se da inicio 
a un proceso de expansión y selección clonal que conlleva a la activación 
de alguna de las enfermedades asociadas con HTLV-1 (Iwasaki, 1993; 
Gallo, 2005).  
 
Figura 1. Estructura y genoma de HTLV-1. (A) Estructura esquemática de una partícula madura 
de HTLV-1. (B) Organización genómica de HTLV-1. (C) Mensajeros virales. Adaptado de 
Verdonck et al., 2007. 
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b. La proteína Tax 
Entre las proteínas codificadas por el genoma de HTLV-1, Tax desempeña 
un rol esencial en la transcripción viral y en la transformación de la célula 
hospedera (Grassman et al., 2005). Estas funciones pleiotrópicas de la 
proteína viral Tax están orquestadas por el amplio espectro de sus 
interacciones con proteínas de las células infectadas, tal como se ejemplifica 
en la Figura 2 (Boxus et al., 2008). Una de las vías celulares más importantes 
afectada por la proteína Tax es la vía NF-κB, la cual juega un rol muy 
importante en la transformación de las células infectadas a través de la 
modulación de un amplio rango de genes implicados en apoptosis, 
proliferación, respuesta inmune e inflamación (Grassman et al., 2005). Este 
efecto perjudicial de la proteína viral Tax sobre la vía NF-κB implica la 
inmortalización y supervivencia de las células infectadas, las cuales son 
frecuentemente linfocitos T CD4+ (Harhaj & Harhaj, 2005), aunque también 
se ha reportado la infección de linfocitos T CD8+, linfocitos B, células 
dendríticas, monocitos y macrófagos (Koyanagi et al., 1993; Nagai et al.¸ 




Figura 2. Resumen de las interacciones de Tax de HTLV-1 con las proteínas de 
señalización celular de la célula hospedera. Adaptado de Boxus et al., 2008. 
c. Transmisión 
La transmisión de HTLV-1 a individuos sanos se produce principalmente a 
través de tres vías: lactancia materna (transmisión vertical), transfusiones 
de sangre infectada y relaciones sexuales (transmisiones horizontales) 
(Gotuzzo et al., 2004).  
En el Perú, desde 1999, se viene realizando el despistaje de la infección por 
HTLV-1 en todos los bancos de sangre del país. De esta manera, se han 
reportado las tasas de transmisión de HTLV-1 de cada una de las vías 
descritas: la tasa de transmisión por lactancia materna se encuentra entre el 
5.7 y el 37.5%, dependiendo de factores como la edad materna, la duración 
de la lactancia, la carga proviral materna y el número de alelos de HLA 
similares compartidos entre la madre y el hijo (Fujino & Nagata, 2000); la 
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tasa de transmisión referente a transfusiones sanguíneas completas se ha 
estimado entre el 50 y el 60%, aunque no se ha descrito la transmisión de 
este virus por transfusión de componentes acelulares (Larson & Taswell, 
1988); mediante un estudio de trabajadoras sexuales peruanas, la incidencia 
media anual de la infección por este virus a través de relaciones sexuales 
se ha estimado en 1.6% de media anual, aunque el uso regular de 
preservativo disminuye significativamente la tasa de transmisión sexual de 
HTLV-1 (Muñoz et al., 1997). Asimismo, es posible que se produzca la 
transmisión de HTLV-1, aunque en bajas proporciones, por vía intrauterina 
y peripartal o por el uso de agujas contaminadas entre los adictos a las 
drogas (Verdonck et al., 2007). 
La propagación de HTLV-1 en el hospedero se produce generalmente, y de 
manera más eficiente, mediante la transferencia de partículas virales a 
través del contacto generado (sinapsis virológica) entre una célula infectada 
y otra sana (Igakura et al., 2003; Carpentier et al., 2015). Este modo de 
propagación viral denominado transmisión célula-célula es muy poco usual 
entre los retrovirus y se origina principalmente por los cambios 
conformacionales que la proteína Tax promueve en las células infectadas 
(Pique et al., 2012; Bangham et al., 2018). Sin embargo, también es posible 
que la propagación ocurra a través de la infección de células sanas por 
viriones libres, aunque este mecanismo no aporta significativamente en la 
propagación de HTLV-1 (Mazurov et al., 2010).  
d. Epidemiología 
El número estimado de personas infectadas con HTLV-1, a nivel mundial, es 
alrededor de 5 a 10 millones, aunque la presencia de individuos infectados 




A nivel epidemiológico, HTLV-1 no es un virus ubicuo, aunque se han 
encontrado focos de alto endemismo de infección que abarcan diferentes 
regiones a nivel mundial como el suroeste de Japón, algunas zonas de la 
Australo-Melanesia, África central y occidental (principalmente Irán), zonas 
reducidas de Europa (Rumania), el Caribe y Sudamérica (Figura 3) (Proietti 
et al., 2005; Gessain & Cassar, 2012). Esta distribución epidemiológica 
fragmentada no ha sido bien entendida hasta el momento, aunque se cree 
que pueda estar asociada a un efecto fundador en algunos grupos seguido 
por la persistencia de una alta tasa de transmisión viral (Gessain & Cassar, 
2012).    
En el Perú se ha observado que uno de los grupos con mayor porcentaje de 
individuos infectados con HTLV-1 corresponde a las poblaciones de la 
región andina (Carneiro-Proietti et al., 2002; Fujiyoshi et al., 2004); 
asimismo, se ha reportado una alta frecuencia de la infección por HTLV-1 
en individuos de grupos amazónicos, particularmente en mujeres de la etnia 
Shipibo-Konibo (Alva et al., 2012; Blas et al., 2013). Esto es debido, 
probablemente, a la tradición aún presente en algunos grupos étnicos de 
practicar la lactancia materna durante largos periodos de tiempo, llegando 
incluso hasta los 2 años; asimismo, las limitaciones socioeconómicas 
presentes en el país, impiden muchas veces la práctica de la lactancia 




Figura 3. Mapa de la distribución geográfica de los principales focos de la infección por 
HTLV-1. Adaptado de Gessain & Cassar, 2012. 
e. Enfermedades asociadas 
Generalmente, los individuos infectados con HTLV-1 mantienen una 
infección crónica asintomática durante toda su vida, hecho que contribuye 
con la alta tasa de transmisión de este virus. Un bajo porcentaje de 
individuos infectados desarrollan alguna de las enfermedades asociadas 
con HTLV-1 (Gotuzzo et al., 2004; Verdonck et al., 2007) 
Entre las enfermedades que mayor significancia clínica presentan se 
encuentran la leucemia/linfoma de células T del adulto (ATLL, por sus siglas 
en inglés) y la paraparesia de espástica tropical (PET o HAM/TSP, por sus 
siglas en inglés). Se estima que el porcentaje de personas infectadas con 
HTLV-1 que podrían desarrollar estas enfermedades se encuentra entre el 
0.3 y el 4% para PET y entre el 1 al 5% para ATLL (Goncalves et al., 2008). 
El aislamiento de partículas virales de HTLV-1 en células neoplásicas 
conllevó a la identificación de la posible asociación entre ATLL y la infección 
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por HTLV-1. Se describe a ATLL como una forma de leucemia de curso 
agudo con pobre respuesta a la quimioterapia que afecta principalmente a 
varones con edades comprendidas entre 50 y 60 años; asimismo, se han 
descrito formas menos agresivas cuyo comportamiento clínico se asemeja 
al de un linfoma crónico con compromiso dérmico extenso (Uchiyama et al., 
1977; Yamaguchi et al., 1983; Tajima et al., 1990; Gotuzzo et al., 2004). 
La paraparesia espástica tropical (PET) describía un cuadro 
neurodegenerativo crónico progresivo observado generalmente en áreas 
tropicales, cuya etiología era desconocida. Posteriormente, en 1985, su 
asociación con HTLV-1 fue establecida a través de la detección con 
anticuerpos contra este virus en individuos con PET. Los síntomas de esta 
enfermedad, que incluyen parálisis progresiva de los miembros inferiores, 
dolor lumbar, afecciones urinarias, entre otras, se presentan con mayor 
frecuencia en mujeres adultas (Gessain et al., 1985; De las Casas et al., 
1996; Gotuzzo et al., 2004).  
Otras enfermedades también han sido asociadas con la infección por HTLV-
1, posiblemente debido a la supresión del sistema inmunológico de los 
individuos. Entre estas enfermedades, podemos describir las siguientes: i) 
la infección por Strongyloides stercoralis, el cual se comporta como un 
patógeno oportunista en pacientes con sistema inmune comprometido por 
la infección por HTLV-1 (Scowden et al., 1978); ii) la sarna noruega, esta 
infección dermatológica es causada por la diseminación de Sarcoptes 
scabiei que está condicionada a pacientes con inmunosupresión (Daisley & 
Charles, 1993); iii) Tuberculosis (TB), aunque la relación entre esta 
enfermedad y la infección por HTLV-1 continua en investigación, se ha 
descrito que los individuos con TB e infección por HTLV-1 tuvieron una 
progresión clínica más grave que aquellos individuos con TB y sin infección 
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por HTLV-1 (Pedral-Sampaio et al., 1997); iv) la dermatitis crónica infectiva, 
está caracterizada en niños por la presencia de eczema recidivante, lesiones 
simétricas en el cuero cabelludo, la cara, las ingles y los brazos, esta 
enfermedad está asociada con infecciones cutáneas con Staphylococcus 
aureus o estreptococos β-hemolíticos, provocadas por la supresión del 
sistema inmunológico (Lagrenade et al., 1990).      
2. HAM/TSP o PET: Paraparesia Espástica Tropical 
a. La enfermedad 
La paraparesia espástica tropical es una mielopatía inflamatoria crónica 
progresiva relacionada a la infección por HTLV-1. Generalmente, esta 
enfermedad afecta a personas adultas, mayores de 50 años, que provienen 
de regiones consideradas focos endémicos de infección por este virus, 
encontrándose mayor prevalencia en mujeres (Orland et al., 2003). En el 
Perú, esta enfermedad suele presentarse con mayor frecuencia en mujeres 
y los síntomas se inician generalmente a los 45 años (De las Casas et al., 
1996; Gotuzzo et al., 2004). 
Las características clínicas de esta enfermedad se presentan como 
paraparesia espástica simétrica progresiva, es decir, rigidez de los 
miembros inferiores acompañada de parálisis progresiva; asimismo se 
muestran alteraciones en el caminar, dolor lumbar y disfunción sensorial y 
urinaria (Gotuzzo et al., 2004). Estudios sobre la calidad de vida de 
pacientes con PET han mostrado una drástica reducción de esta conforme 
progresa la enfermedad, aunque la actividad física ha evidenciado 




La patología de la PET muestra un patrón bifásico. Este patrón se inicia con 
una fase inflamatoria caracterizada por la infiltración linfocítica perivascular 
de la médula espinal, seguida por una etapa donde prevalecen la 
neurodegeneración, la atrofia y la cicatrización. La mayor característica 
histopatológica de la PET es la inflamación crónica de la materia blanca y 
gris de la médula espinal seguida de un proceso degenerativo de estas 
zonas, así como una reducción posterior de la medula espinal como se 
muestra en la Figura 4 (Iwasaki, 1993). 
 
Figura 4. Imagen por resonancia magnética de una médula espinal atrofiada en un paciente 
con PET. La delgada médula espinal (mostrada en negro) está indicada con flechas. La imagen 




b. Factores de riesgo 
Aunque aún no se ha determinado una causa fehaciente que esté 
directamente implicada en el inicio y desarrollo de la PET en individuos 
infectados por HTLV-1, se ha descrito a la carga proviral como el único factor 
consistente asociado a la presencia de PET en diversas poblaciones. 
Asimismo, se han reportado otros factores de riesgo relacionados al 
desarrollo de esta enfermedad, entre los que destacan los factores genéticos 
virales y del hospedero, aunque estos factores deben ser estudiados en un 
mayor número de poblaciones para corroborar su asociación a la PET.    
i. Carga proviral (CPV) 
Este factor de riesgo es el predictor más robusto asociado a la presencia 
de la PET, por ello, resulta esencial que se realice a los individuos que 
han sido diagnosticados con infección por HTLV-1 (Bangham et al., 
2015). La carga proviral mide el número de copias de ADN de HTLV-1 
en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y, 
generalmente se expresa como el porcentaje de PBMC infectadas, 
asumiendo que cada PBMC lleva insertado un único genoma proviral 
(Cook et al., 2012).    
ii. Genética del virus 
HTLV-1 presenta variaciones minúsculas en sus secuencias dentro de 
un mismo hospedero y entre hospederos (Daenke et al., 1990). A pesar 
de ello, basándose en la diversidad nucleotídica de la región LTR de su 
genoma, HTLV-1 ha sido categorizado en siete genotipos, nombrados 
desde la A hasta la G (Verdonck et al., 2007), siendo el genotipo A el 
que se encuentra más extendido a nivel mundial (Bangham et al., 2015). 
Sin embargo, no se ha encontrado un único genotipo que se encuentre 
15 
 
asociado con el desarrollo de la PET, aunque sí se ha reportado la 
asociación de algunos genotipos de HTLV-1 con el riesgo de desarrollo 
de esta enfermedad (Daenke et al., 1990; Nozuma et al., 2017).         
iii. Genética del hospedero 
Aún no se conoce de manera precisa cuál es el rasgo determinante para 
el desarrollo de la PET, pero ciertos factores intrínsecos relacionados 
con la respuesta inmunológica de los individuos infectados con HTLV-1 
han sido fuertemente asociados con el desarrollo de la enfermedad.  
El principal factor del hospedero asociado a la PET es el sistema del 
antígeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés), 
especialmente la clase I. El genotipo de un individuo para el sistema 
HLA clase I determina la especificidad y la eficacia de la respuesta de 
sus linfocitos T CD8+ (citotóxicos) a la infección viral. Asimismo, la 
respuesta de los linfocitos T CD8+ establece el mantenimiento de la 
carga proviral y, por lo tanto, determina el riesgo del individuo infectado 
con HTLV-1 a desarrollar la PET (Bangham et al., 2015). 
Adicionalmente, también se ha reportado la asociación de 
polimorfismos de nucleótido único (SNPs, por sus siglas en inglés) en 
un pequeño grupo de genes (IL6, IL10, TNF, entre otros) con el 
desarrollo de la PET en individuos infectados con HTLV-1 (Talledo et 
al., 2012). Sin embargo, los estudios sobre los hallazgos de factores 
genéticos del hospedero han sido reducidos y aislados, por lo que su 
impacto sobre el desarrollo de la PET aún sigue siendo incierto ya que 
los estudios no han sido replicados en distintas poblaciones.   
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iv. Otros factores de riesgo 
Adicional a los factores de riesgo con mayor asociación al desarrollo de 
la PET, detallados anteriormente, también se han descrito una serie de 
factores que tienen influencia sobre el riesgo de desarrollar paraparesia 
espástica tropical. Entre los factores más conocidos y con mayor 
influencia sobre el riesgo de desarrollo de la PET se encuentran la edad, 
ya que se ha observado que la edad de mayor ocurrencia de la PET es 
50 años, así como también,  esta enfermedad es muy poco frecuente 
en niños; el sexo, puesto que se ha descrito ampliamente en distintas 
poblaciones que la frecuencia de desarrollo de la PET es 
aproximadamente tres veces mayor en mujeres que en varones; y la 
forma de adquisición de la infección, debido a que se plantea que la 
infección por trasplante de órganos o transfusión sanguínea promueve 
un desarrollo más rápido de la PET, aunque los estudios aún no son 
concluyentes sobre la significancia de alguna de las rutas de infección 
en el desarrollo de la enfermedad (Osame et al., 1990; Maloney et al., 
1998; Toro et al., 2003; Bangham et al., 2015). 
c. Diagnóstico 
El diagnóstico de esta enfermedad se realiza utilizando los recursos clínicos 
y de laboratorio. En el primer caso, es decir, en el diagnóstico clínico de la 
PET, la Organización Mundial de la Salud (OMS) estableció en 1988 una 
guía para el diagnóstico de esta enfermedad, la cual se modifica de acuerdo 
a los nuevos avances en el conocimiento de la PET; adicionalmente, un 
grupo de investigadores de Brasil desarrollaron también una propuesta 
alternativa de criterios diagnósticos para la PET, la cual se muestra en la 
Figura 5 (Castro-Costa et al., 2006). 
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Para un correcto diagnóstico de la paraparesia espástica tropical también se 
debe recurrir de manera necesaria al diagnóstico de laboratorio por métodos 
moleculares y serológicos. En este sentido, la detección de HTLV-1, sea por 
medio de anticuerpos o de ADN viral, es requerida para el diagnóstico de la 
PET. Asimismo, la cuantificación de la carga proviral es un elemento 
necesario para el seguimiento de la cantidad de virus presente en el 
individuo infectado y evaluar el riesgo de desarrollo de la PET. De la misma 
manera, otros estudios de laboratorio que resultan útiles para un mejor 
diagnóstico de la PET son la evaluación de citoquinas, quimoquinas y otros 
biomarcadores (Bangham et al., 2015; Lezin et al., 2005). 
 
Figura 5. Criterios de diagnóstico para la paraparesia espástica tropical (PET) establecido 
por la OMS. En la guía se enlistan una serie de criterios para el diagnóstico clínico y de 




A la fecha, no se conoce de manera precisa los mecanismos mediante los 
que HTLV-1 logra inducir el desarrollo de la paraparesia espástica tropical. 
Sin embargo, pese a la ausencia de modelos animales que permitan 
establecer dichos mecanismos, Araujo y Silva (2006) describen las tres 
hipótesis principales que permiten explicar la patogénesis de esta 
enfermedad:  
 Toxicidad Directa: las células T CD8+ cruzan la barrera hemato-
encefálica y atacan específicamente a las células gliales infectadas 
con HTLV-1.  
 Autoinmunidad: que sugiere que las células gliales presentan 
antígenos similares a los del virus, por lo que también son atacadas 
por los linfocitos T.  
 Daño Colateral (Bystander damage, en inglés): según esta hipótesis, 
las células T CD4+ infectadas por HTLV-1 inducen a las células gliales 
a secretar ciertas citoquinas, como TNF-α, que llegan a ser 
mielinotóxicas.  
De las tres hipótesis que se plantean como mecanismos de patogénesis 
para la paraparesia espástica tropical, la explicación que a la fecha presenta 
mayor aceptación es la de toxicidad directa (Araujo & Silva, 2006).  
Según esta hipótesis, la PET consiste en una infiltración inicial de células 
mononucleares en el sistema nervioso central que deviene en 
desmielinización y pérdida neuronal. Al inicio del proceso de la infiltración, 
una mayoritaria presencia de células T CD4+ es observada, la cual va 
cambiando al aumentar la proporción de las células T CD8+ a lo largo del 
tiempo de afección (Bangham, 2018).  
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Se ha descrito que la causa más probable para el ingreso masivo de células 
T CD4+ activadas es la infección de estas células por HTLV-1 y su posterior 
activación debido a mecanismos celulares mediados por la proteína viral Tax 
en dichas células infectadas, aunque también la vía de estimulación 
antigénica contribuye en el inicio de la patogénesis de la PET (Bangham, 
2018). Asimismo, se ha reportado que la proteína viral Tax induce la 
expresión de ciertas moléculas de adhesión (por ejemplo, ALCAM también 
denominada CD166) que facilitan la entrada de las células infectadas al 
sistema nervioso central (Curis et al., 2016). Una vez ocurrido el ingreso de 
estas células infectadas, las lesiones que ocurren en la médula espinal, que 
son provocadas por focos inflamatorios generados por los procesos 
inmunológicos mediados por estas células infectadas, originan los 
principales signos y síntomas de la PET (Bangham, 2018). 
Como ya se ha descrito anteriormente, la proteína viral Tax juega un rol 
pivotante en la patogénesis de la PET. Esta proteína viral es capaz de influir 
en los mecanismos celulares de los linfocitos infectados para que, 
inicialmente, se produzca la infiltración en el sistema nervioso central y, 
posteriormente, se generen los daños en la médula espinal producto de los 
procesos inflamatorios generados por estas células infectadas.  
Sin embargo, Tax puede influir en estos procesos a través de una de las vías 
celulares con mayor trascendencia para la célula, la vía NF-κB. Esta vía 
controla la expresión de genes relevantes para la supervivencia, 
proliferación, procesos inflamatorios, entre otros procesos celulares; y que, 
cuando está influenciada por HTLV-1, específicamente por la proteína viral 
Tax, es capaz de comprometer el normal funcionamiento de la célula, como 
ocurre durante el desarrollo de la PET, por ejemplo (Grassman et al., 2005; 
Curis et al., 2016).  
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3. NF-κB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las 
células B activadas 
a. La vía celular NF-κB 
La vía celular NF-κB cumple uno de los roles más trascendentales en el 
mantenimiento de los procesos celulares al encargarse de la regulación 
transcripcional de los genes asociados a la inmunomodulación y el 
crecimiento, la activación, la diferenciación y la supervivencia celular, entre 
otros procesos celulares de vital importancia (Harhaj & Harhaj, 2005).  
El estudio de la vía NF-κB ha sido bastante amplio desde sus primeras 
descripciones, hace ya más de 30 años, y se ha acumulado gran 
conocimiento sobre esta vía. Se ha descrito que la vía NF-κB se encuentra 
reducida y latente en la mayoría de células a través del secuestro, en el 
citoplasma, de las proteínas de la familia NF-κB (RelA, RelB, p50, p100, 
entre otras) por parte de las proteínas inhibitorias de esta vía pertenecientes 
a la familia IκB; pero la activación de la vía NF-κB  puede ser llevada a cabo 
a través de tres vías distintas que pueden ser interdependientes: la vía 
canónica, la vía no canónica y una tercera vía que aún sigue en estudio 
(Gilmore, 2006).  
La vía canónica, esquematizada en la Figura 6, es conocida como la forma 
clásica de activación de la vía NF-κB, ya que ha sido la primera en ser 
descrita y debido a que es capaz de responder a una gran variedad de 
estímulos extracelulares (Sun, 2011). El proceso de activación de la vía NF-
κB por parte de la vía canónica está mediada por señales que provienen de 
diversos tipos de estímulos extracelulares, los cuales inician una cascada 
de señalización que convergen en la activación de un complejo quinasa 
denominado complejo IKK (complejo quinasa del IκB) (Hayden & Ghosh, 
2008). El complejo IKK activo es capaz de fosforilar a las proteínas de la 
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familia IκB, que se encuentran inhibiendo la activación de la vía NF-κB, lo 
que promueve la translocación de las proteínas de la familia NF-κB (p50 y 
RelA(p65), en la vía canónica) al núcleo y la posterior activación de esta vía 
(Harhaj & Harhaj, 2005). 
 
Figura 6. Esquema de la activación de la vía NF-KB a través de la vía canónica. En el 
esquema se muestra la ruta de activación canónica y las proteínas participantes (RelA, p50, IκBα, 
etc.). Adaptado de Wikipedia. 
b. La proteína IκBα: inhibidor de la activación de la vía NF-κB en la ruta 
canónica 
En la ruta canónica de activación de la vía NF-κB, el complejo de proteínas 
que mantiene el control fino de dicha activación, a través de un proceso de 
secuestro de las unidades del complejo NF-κB en el citoplasma, pertenecen 
a la familia IκB, donde están incluidas las proteínas IκBα, IκBβ, IκBε e IκBγ, 
las cuales cumplen funciones distintas dentro del complejo inhibidor de la 
vía NF-κB (Ghosh et al., 1998; Ghosh & Karin, 2002). Este grupo de 
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proteínas se caracterizan por presentar repeticiones de ankirina en la 
posición C-terminal, lo cual les confiere la capacidad de interactuar con las 
proteínas del complejo NF-κB (Yamamoto & Gaynor, 2004).   
Dentro de la familia IκB, la proteína IκBα es uno de los participantes más 
sobresalientes en el proceso de inhibición de la activación de la vía NF-κB, 
ya que es una de las proteínas principales dentro del complejo inhibitorio 
que logra enmascarar las señales de localización nuclear presentes en las 
proteínas del complejo NF-κB y, de esta manera, reduce la translocación de 
p50 y p65 al núcleo evitando la activación de los genes asociados a esta vía 
celular, lo que permite mantener la inhibición de la activación de la vía NF-
κB (Bonizzi & Karin, 2004). 
Sin embargo, la relevancia de la proteína IκBα también radica en su rol de 
regulador fino de activación de la vía NF-κB. Es decir, bajo una serie de 
estímulos extracelulares como citoquinas, quimoquinas, productos virales, 
etc., la proteína IκBα es fosforilada por acción del complejo quinasa IKK, 
específicamente en las posiciones Ser32 y Ser36, que, a su vez, induce el 
marcaje de ubiquitinación en la proteína IκBα en las posiciones Lys21 y 
Lys22 permitiendo su degradación por parte del proteosoma (Bonizzi & 
Karin, 2004). De esta manera, al ser degradada la proteína IκBα, el dímero 
Rel A y p50 (complejo NF-κB) queda libre y con la capacidad de ser 
translocado al núcleo donde puede dar inicio a la activación de la vía NF-κB 
a través de la regulación de los genes asociados a dicha vía (Karin, 1999). 
c. Genes asociados a la vía NF-κB 
A la fecha se conocen más de ciento cincuenta genes blanco de la vía NF-
κB en una gran variedad de tipos celulares y en respuesta a un vasto número 
de agentes activadores. En una revisión sobre los activadores y genes 
blanco de la vía NF-κB, Pahl (1999) documentó una gran lista de estos 
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genes a los que categorizó de acuerdo a sus funciones como, por ejemplo, 
citoquinas/quimoquinas y sus moduladores, inmunoreceptores, moléculas 
de adhesión celular, proteínas involucradas en el proceso de presentación 
de antígenos, etc.  
Debido a la gran capacidad de la vía NF-κB para activar la expresión de una 
serie de genes relacionados a la activación de la inflamación como IFN-γ, 
TNFα, IL-1, IL-6, etc., se ha propuesto que esta vía representa al regulador 
principal de la inflamación en las células (Barnes & Karin, 1997). En la misma 
línea, se ha observado también el potencial que tiene la vía NF-κB para 
impedir la muerte celular por apoptosis a través de la regulación de genes 
como Bfl/A1, Bcl-xL, Nr13 (Pahl, 1999); lo cual promueve la prolongación 
anormal de la supervivencia celular y, en consecuencia, la exacerbación de 
los efectos de la vía NF-κB en células que han comprometido su destino 
debido a la infección por diversos agentes como los virus, por ejemplo. 
Sin embargo, la vía NF-κB también es capaz de autoregularse a través del 
control que ejerce sobre genes involucrados en la regulación de su 
activación. Uno de los genes más importantes relacionado en esta 
autoregulación es el gen NFKBIA, el cual codifica a la proteína IκBα que se 
encarga de mantener inactiva a la vía NF-κB mediante el secuestro en el 
citoplasma del complejo p50-p65 en la ruta canónica (Sun et al., 1993).  
d. La vía NF-κB en la paraparesia espástica tropical 
En pacientes con PET se ha observado que gran parte de la sintomatología 
y la patogénesis de la enfermedad se encuentra asociada con una 
exacerbada actividad de la vía NF-κB y la amplificación de la respuesta de 
los genes asociados (McCormick et al., 2011).  Dicha actividad anormal de 
la vía NF-κB ha sido relacionada con la infección por el virus HTLV-1, 
específicamente con el accionar de la proteína viral Tax, la cual es capaz de 
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generar diversos cambios en el comportamiento y el destino de las células 
infectadas (Fochi et al., 2018; Currer et al., 2012). 
Según ha sido descrito en la vía canónica de NF-κB, la proteína viral Tax 
promueve una mayor fosforilación del inhibidor IκBα en células infectadas 
con HTLV-1, lo cual promueve el marcaje por ubiquitinación y la degradación 
constante de dicho inhibidor, lo que a su vez permite la liberación de las 
proteínas RelA y p50 (complejo NF-κB) en el citoplasma para que sean 
translocadas al núcleo donde promoverán la expresión de varios genes 
asociados a esta vía, entre ellos los genes relacionados a su autoregulación, 
permitiendo así la activación recurrente de la vía NF-κB (Xiao et al., 2001). 
La manera en la que la proteína viral Tax es capaz de activar la vía NF-κB a 
través de la fosforilación y degradación recurrente del inhibidor IκBα, ha sido 
hipotetizada desde varios frentes. Sin embargo, la hipótesis más extendida 
debido a la evidencia bioquímica y molecular encontrada explica que, 
durante la infección por HLTV-1, la proteína viral Tax es capaz de secuestrar 
al complejo quinasa IKK a través de la gran afinidad que presenta con la 
subunidad IKK-γ y el potente estímulo que genera sobre la actividad 
catalítica de las subunidades IKKα y IKKβ, las cuales están encargadas de 
realizar la fosforilación al inhibidor IκBα para promover su degradación y, de 
esta manera, iniciar la activación persistente de la vía NF-κB, tal como se 
muestra en la Figura 7 (Harhaj et al., 2000; Currer et al., 2012).    
La activación crónica de la vía NF-κB en células infectadas con HTLV-1 
impulsa la expresión persistente de una serie de genes que promueven la 
patogénesis y el desarrollo de la paraparesia espástica tropical (Bangham, 
2018). Entre los genes activados se encuentran aquellos involucrados en la 
promoción de la actividad inflamatoria como los genes que codifican 
citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-α, IFN-γ, etc.) que, a su vez, propician 
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el llamado a las células mediadoras de inflamación como los linfocitos T 
citotóxicos (CTLs), lo cual, en conjunto, termina induciendo un daño 
irreversible en el tejido de la médula espinal que provoca el desarrollo de la 
PET (Bangham, 2018). Asimismo, la expresión de un grupo de genes 
relacionados con la evasión de la muerte celular por apoptosis y la 
proliferación celular también es estimulada por la activación crónica de la vía 
NF-κB en células infectadas con HTLV-1, la expresión de estos genes 
promueve una expansión clonal de linfocitos infectados cerca de las zonas 
de infiltración a la médula espinal, lo cual genera nidos de inflamación y 
concentraciones locales crónicamente altas de sustancias proinflamatorias 
provocando la degeneración de neuronas cercanas (Bangham, 2018).  
 
Figura 7. Modelo de activación de las vías canónica y no canónica de NF-κB mediada por 
Tax. La activación de la vía canónica de NF-κB en células infectadas con HTLV-1 se muestra en 
la parte izquierda. La degradación de IκBα es mediada por Tax para la translocación al núcleo 
de RelA-p50 para la posterior activación de genes. Adaptado de Currer et al., 2012. 
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4. PDTC: Pirrolidina Ditiocarbamato 
a. PDTC 
La pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) es un compuesto químico que 
pertenece al grupo de las pirrolidinas, las cuales son usadas como unidades 
estructurales básicas en la síntesis de moléculas más complejas como la 
epolamina, el climazol, el bepridilo, entre otras. Asimismo, la PDTC es 
miembro del grupo de los ácidos carbámicos o carbamatos, los cuales 
presentan propiedades antioxidantes y de quelantes de metales.  
La fórmula molecular de este compuesto es C5H9NS2, presenta una masa 
molar de 147.25 g/mol y, generalmente, es presentado en forma de sal como 
la pirrolidinaditiocarbamato de amonio, la cual es extendidamente ofrecida 
por las casas comerciales. La estructura de la PDTC muestra de manera 
característica un anillo saturado de cinco átomos, uno de nitrógeno y cuatro 
de carbono, propio de las pirrolidinas y, a su vez, una rama de ácido 
carbámico conteniendo dos átomos de azufre. La estructura de este 
compuesto se muestra en la Figura 8. 
 
Figura 8. Estructura de la pirrolidina ditiocarbamato (PDTC). La estructura muestra de 
manera característica el anillo de pirrolidina y los dos átomos de azufre. Tomado de Wikipedia. 
27 
 
b. PDTC y la vía NF-κB 
La pirrolidina ditiocarbamato al pertenecer al grupo de los carbamatos, 
también muestra las propiedades antioxidantes y de quelantes de metales 
de este grupo químico, pero también ha sido reportado como un potente 
inhibidor de la vía NF-κB (Schreck et al., 1992). Sin embargo, la PDTC 
parece ser el inhibidor más efectivo dentro del grupo de los carbamatos 
debido a la facilidad que posee para atravesar la membrana celular y a su 
estabilidad prolongada frente al pH fisiológico propio del ambiente celular 
(Cuzzocrea et al., 2002). 
En diversas investigaciones se ha demostrado que la pirrolidina 
ditiocarbamato, a través de la influencia que tiene sobre inhibición de la vía 
NF-κB, promueve funciones de distinto tipo para una gran variedad estirpes 
celulares. Dichas funciones provocadas por la PDTC abarcan desde 
actividades antiinflamatorias, de regulación en la adhesión y migración 
celular, detención del ciclo celular e inducción de la apoptosis, entre otras 
muchas funciones celulares relacionadas no solo con la vía NF-κB, sino con 
las propiedades antioxidantes de la PDTC (Liu et al., 1999; Zhang et al., 
2010; Tahata et al., 2014).  
Las funciones celulares asociadas a la actividad de la PDTC han sido 
estudiadas ampliamente; sin embargo, la manera de cómo este compuesto 
modifica las funciones celulares no ha sido totalmente esclarecida. Algunos 
estudios indican que las propiedades antioxidantes de la PDTC no son 
suficientes para generar toda la gama de respuestas asociadas a este 
compuesto, ya que también se han descrito otras funciones, como su acción 
como quelante de metales y posiblemente su actividad proxidante, las 
cuales incluso contribuyen con efectos antivirales en células infectadas 
(Gaudernack et al., 2002; Cuzzocrea et al., 2002; Tahata et al., 2014). 
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Todas las características descritas anteriormente relacionadas con la 
modulación del antioxidante PDTC sobre los efectos de la vía NF-κB en 
distintos modelos, tanto animales como celulares, permiten hipotetizar la 
posibilidad de que dichos efectos también podrían ser observados en células 
de pacientes infectados con HTLV-1, específicamente aquellos que han 
desarrollado paraparesia espástica tropical.   
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
1. HIPÓTESIS 
La pirrolidina ditiocarbamato reduce la proliferación celular y la expresión de 
citoquinas proinflamatorias en células mononucleares de sangre periférica 
aisladas de pacientes con paraparesia espástica tropical mediante la modulación 
de la activación de la vía NF-κB. 
 
2. OBJETIVOS 
a. Objetivo General 
Evidenciar el efecto in vitro de la PDTC sobre la activación de la vía NF-κB, 
la proliferación celular y la expresión de citoquinas proinflamatorias en 
células mononucleares de sangre periférica aisladas de pacientes con 
paraparesia espástica tropical. 
 
b. Objetivos Específicos 
 Determinar la concentración letal media y la concentración de trabajo de 
la PDTC sobre las PBMC.  
 Evaluar los niveles de proliferación celular de PBMC tratadas y no 
tratadas con PDTC. 
 Medir la expresión de la citoquina IFN-γ en PBMC tratadas y no tratadas 
con PDTC. 
 Cuantificar los niveles de activación de la vía NF-κB en proteínas 
intracelulares de PBMC tratadas y no tratadas con PDTC. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
1. MATERIAL BIOLÓGICO 
a. POBLACIÓN 
La población de este estudio comprendió al grupo de personas de la ciudad 
de Lima y de distintas provincias del Perú, que acudieron al Instituto de 
Medicina Tropical “Alexander von Humboldt” (IMT – AvH) con sospecha y/o 
diagnóstico de infección por HTLV-1 que forma parte de estudios de cohorte 
clínica en HTLV. Los pacientes procedieron de los consultorios de 
neurología, medicina general, y medicina física y rehabilitación del Hospital 
Nacional Cayetano Heredia. Algunos pacientes fueron referidos de clínicas 
u otros hospitales; asimismo, otros pacientes por decisión personal al ser 
familiar de un caso índice fueron incluidos en la cohorte clínica. En resumen, 
en el IMT-AvH se enrolan por lo general los siguientes casos: 
 Pacientes con enfermedades asociadas a HTLV-1 como: PET, ATLL, 
uveítis, estrongiloidiasis, sarna noruega, dermatitis infectiva. 
 Donantes de sangre HTLV-1 seropositivos referidos de los bancos 
de sangre del país. 
 Familiares de personas infectadas con HTLV-1.  
Las personas enroladas en la cohorte clínica fueron atendidas y recibieron 
consejería clínica por un grupo multidisciplinario de expertos en 
enfermedades asociadas a HTLV-1 del IMT-AvH. El personal de salud se 
encargó de extraer una muestra de 6 mL de sangre para la confirmación de 
infección por el método de ELISA (Bioelisa HTLV-I+II versión 5.0 Biokit. 
España) y la PCR convencional. Las personas confirmadas con infección del 
HTLV-1 fueron evaluadas por un médico infectólogo y por un médico 
neurólogo que confirmaba la presencia o no de PET siguiendo los criterios 




El tamaño de la muestra utilizada en este estudio se basó en un muestreo 
no probabilístico por conveniencia a partir de la cohorte de pacientes 
registrados en el grupo de investigación en HTLV-1 del IMT – AvH.  
El muestreo de los pacientes a participar en esta investigación, cuyo flujo se 
indica en la Figura 9, finalizó con la selección de una muestra final de 16 
pacientes HTLV-1 positivos con diagnostico neurológico de PET que 
cumplieron los criterios de inclusión y exclusión del estudio (Anexo II) y que 
aceptaron el uso de sus muestras biológicas a través de la firma de los 
consentimientos informados aprobados por el Comité de Institucional de 
Ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Anexo III).  
Adicionalmente, para realizar la validación de los resultados se incluyeron 




Figura 9. Flujograma de las muestras para el estudio. Se seleccionó pacientes con PET. 
Luego de la firma del consentimiento informado se dispuso de 16 muestras de sangre con EDTA. 


















































Las personas seleccionadas para este estudio consintieron conceder 21 mL 
de sangre periférica. La sangre periférica fue extraída de la región cubital 
del brazo en tubos VacutainerTM con anticoagulante EDTA. 
La muestra de sangre fue procesada para el aislamiento de PBMC mediante 
el método de gradiente de Ficoll (Anexo IV). Durante el procesamiento de 
aislamiento de PBMC se procedió a separar aproximadamente 1 mL de 
plasma, el cual fue guardado a -20 °C; asimismo, de las PBMC aisladas se 
separaron aproximadamente 3x106 de PBMC, las cuales fueron 
centrifugadas para obtener un pellet celular que fue guardado a -20 °C. 
Las PBMC restantes, las cuales representan las muestras biológicas sobre 
las que se realizaron los experimentos en este estudio, fueron 
criopreservadas en nitrógeno líquido utilizando 10% de DMSO y en una 
cantidad máxima de 10x106 PBMC por cada criovial. La información sobre 
las muestras y sus procedencias fueron almacenadas por el grupo clínico en 
una base de datos protegida con contraseña y siguiendo los acuerdos éticos. 
En el laboratorio, los experimentos se realizaron en ciego utilizando solo 




a. AISLAMIENTO DE LAS PBMC 
Las PBMC fueron extraídas a partir de muestras de aproximadamente 18 
mL de sangre periférica tomadas en tubos VacutainerTM mediante el método 
de gradiente de Ficoll, el cual permite la separación selectiva de las células 
mononucleares de los eritrocitos y plaquetas.  
De manera breve, la sangre periférica es centrifugada para separar las 
células sanguíneas del plasma, el cual es descartado. Luego, se realiza una 
mezcla V/V de células sanguíneas con solución de Hank, la cual es 
trasvasada cuidadosamente a un tubo que contiene Ficoll (en una 
proporción V/V con la mezcla sanguínea) de manera que dicha mezcla se 
mantenga por encima del Ficoll. Posteriormente, se realiza una 
centrifugación que permite separar por gradiente de densidad los 
componentes celulares de la sangre, como se muestra en la Figura 10; 
cuidadosamente por aspiración se toma solo la capa que contiene las PBMC 
para luego ser colocadas en un tubo nuevo, donde se realizarán un par de 
lavados utilizando solución de Hank. Finalmente, se realizará el conteo del 
número de PBMC aisladas utilizando el colorante de exclusión azul de tripán 




Figura 10. Esquema de la gradiente de densidad generada por el Ficoll después de una 
centrifugación. De acuerdo al esquema se observa la capa de PBMC sobre la fase del Ficoll-
Paque. Diseñado por el autor de esta tesis. 
b. CULTIVOS CELULARES 
Las PBMC fueron puestas a cultivo en placas de 96 pocillos con fondo en U, 
donde se colocaron 250 000 células en cada uno de los pozos. Las PBMC 
fueron cubiertas con 250 µL de medio de cultivo RPMI 1640suplementado 
con 10% de suero bovino fetal, 1% del aminoácido L-glutamina y 0.1% de β-
mercaptoetanol. Los cultivos celulares se mantuvieron bajo las mismas 
condiciones para todos los experimentos, dichas condiciones de cultivo, 
configuradas en la incubadora de cultivo celular, incluyeron una temperatura 
de 37 °C y 5% de saturación de CO2. 
Asimismo, todos los procedimientos que incluyeron la manipulación de 
células fueron realizadas bajo estrictas condiciones de esterilidad haciendo 




c. CÁLCULO DE LA CONCENTRACIÓN LETAL MEDIA (LC50) 
La estimación de la concentración letal media y la selección de la dosis con 
la que se realizaron los experimentos se basó en pruebas de citotoxicidad a 
través de cultivo celular con 5 dosis de PDTC (0, 5, 10, 20 y 40 µM) y durante 
3 tiempos de cultivo (24, 48 y 72 horas) (Anexo V). 
El cálculo de la LC50, que implica la identificación de la concentración de 
PDTC capaz de generar muerte al 50% de células tratadas, se realizó 
después de la cosecha de las células, al cumplirse los tiempos de cultivo, 
mediante el análisis de los datos de exclusión celular utilizando el colorante 
vital azul de tripán a una proporción de 1:10 (cultivo celular : colorante azul 
de tripán). El colorante vital fue capaz de teñir de color azul a las células 
muertas debido a los daños en la membrana celular de dichas células, 
mientras que las células vivas no fueron teñidas. El conteo diferencial de las 
células se realizó a través del microscopio utilizando una cámara de 
Neubauer. 
Los datos del conteo de células vivas y muertas fueron posteriormente 
analizados utilizando el método Probit en el paquete de Microsoft Excel 2016 
para determinar la Concentración Letal Media (LC50) para cada uno de los 
tiempos de incubación.  
d. ESTIMACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 
La proliferación celular de las PBMC tratadas y no tratadas con PDTC fue 
estimada mediante cultivo celular haciendo uso del trazador fluorescente 
éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE, por sus siglas en inglés), 
el cual fue incorporado en los PBMC mediante el tratamiento que indica el 




Las moléculas de CFSE son capaces de atravesar la membrana celular con 
mucha facilidad y, en el interior de la célula, logra formar complejos 
covalentes de larga duración con los grupos aminos de las proteínas y otras 
moléculas. De esta manera, cuando la población inicial de células queda 
completamente marcada con CFSE y entra en proceso de división celular, 
donde se produce la repartición equitativa de los componentes celulares de 
la célula madre hacia las células hijas, se produce también una repartición 
igualitaria de CFSE en las células hijas generándose, de esta manera, una 
nueva población celular con la mitad de CFSE respecto a la población inicial, 
y así sucesivamente en cada división celular. Estas características del CFSE 
permiten utilizarlo como marcador de proliferación celular, ya que permite 
establecer las distintas poblaciones celulares generadas después de cada 
división celular, tal como se muestra en la Figura 11. 
En esta investigación, posterior al tratamiento con 2 µM de CFSE se obtuvo 
una población inicial de PBMC completamente marcada. Luego se procedió 
con la incubación de estas células con 10 µM de PDTC o solo con medio 
cultivo (para las células no tratadas) por 24 horas a 37 °C y con 5% de CO2 
y, al término de esta incubación, se reemplazó el sobrenadante del cultivo 
por un nuevo medio de cultivo suplementado con 5 mg/mL del inductor de 
proliferación fitohematoglutinina (PHA). Se permitió una incubación de 72 
horas a condiciones controladas (37 °C y 5% de CO2) con este medio de 
cultivo suplementado con PHA para fomentar la proliferación celular de las 
PBMC tratadas y no tratadas con PDTC. 
Al término de la incubación con PHA durante 72 horas, las PBMC fueron 
cosechadas para la detección y medición de la fluorescencia de CFSE en 
estas. Se utilizó el citómetro de flujo BD FACSCalibur™ (Beckton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, USA) con un láser de ion argón (azul 488 nm) y detector 
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FL que detecta la fluorescencia emitida a 533-30 nm (FL1, detección de 
CFSE) para la detección de los niveles de fluorescencia de CFSE en cada 
una de las muestras de PBMC utilizadas. 
Los datos generados por el citómetro de flujo fueron posteriormente 
analizados con el software FCS Express 6 (DeNovo Software), el cual 
permitió identificar las distintas poblaciones celulares originadas por la 
proliferación celular y, al mismo tiempo, establecer las características de 
dichas poblaciones para poder realizar las comparaciones entre los 
tratamientos con PDTC y sin PDTC.  
 
Figura 11. Análisis por citometría de flujo de la proliferación celular con CFSE. 
Cada pico mostrado en la imagen corresponde a una generación celular distinta. 
Tomado del Technical Data Sheet del kit CellTrace™ CFSE Cell Proliferation. 
e. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LA CITOQUINA IFN-γ 
La medición de la citoquina proinflamatoria interferón gamma (IFN-γ) se 
realizó sobre el sobrenadante del cultivo celular de las PBMC tratadas y no 
tratadas con PDTC y haciendo uso del panel de medición de citoquinas 
Th1/Th2 Cytokine 11-Plex Human ProcartaPlex™ Panel (InvitrogenTM). 
El panel ProcartaPlex 11-plex humano es un kit de inmunoensayo multiplex 
preconfigurado que permite la medición de 11 blancos proteicos utilizando 
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la tecnología Luminex xMAP. Estos inmunoensayos preconfigurados están 
basados en el principio del ELISA tipo sándwich, el cual utiliza dos 
anticuerpos altamente específicos que se unen a distintos epítopos de una 
proteína para cuantificar simultáneamente distintos blancos proteicos 
haciendo uso de un equipo Luminex multiplex que permite la medición de 
varios analitos al mismo tiempo en un solo pocillo de ensayo a través de 
conjuntos de perlas magnéticas espectralmente distintas que se conjugan 
con anticuerpos específicos para cada analito, el cual es reconocido 
posteriormente por el segundo anticuerpo biotinilados o conjugados con 
estreptavidina. Las diferencias en color de cada set de perlas magnéticas 
permiten la identificación y medición de cada analito evaluado. Los paneles 
preconfigurados del ProcartaPlex se encuentran validados para garantizar 
la reproducibilidad y la consistencia de los resultados. 
En ese sentido, 25 µL de sobrenadante de cultivo celular de PBMC tratadas 
y no tratadas con PDTC por 24 horas y en condiciones controladas de 
incubación (37 °C y 5% de CO2) fueron añadidos la solución de trabajo que 
contenía a las perlas magnéticas conjugadas con el primer anticuerpo 
específico para 11 blancos proteicos, entre ellos la citoquina IFN-γ. Después 
de la incubación correspondiente y el proceso de lavado se agregó la 
solución de detección que contenía el segundo anticuerpo conjugado con 
estreptavidina-PE y se dejó incubar para después proceder con el lavado 
respectivo. Finalmente se agregó la solución de lectura que, después de un 
tiempo de incubación, permitió adquirir la data resultante de la medición de 
los niveles de las proteínas blanco utilizando el sistema Luminex.  
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f. CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVACIÓN DE LA VÍA NF-ΚB 
La activación de la vía NF-κB fue evaluada de dos maneras distintas, una 
directa y otra indirecta, esto para identificar el posible efecto que tendría la 
PDTC a lo largo de la vía canónica durante la activación de la vía NF-κB.  
Las mediciones se realizaron a partir de las fracciones obtenidas después 
del procesamiento de las PBMC con el kit PARISTM (Ambion®), siguiendo la 
guía del protocolo del kit, el cual permite la separación de las fracciones 
nuclear y citoplasmática de las células.  
La manera de evaluación directa de la activación de esta vía fue a través de 
la medición de la proteína RelA (p65) en la fracción nuclear de las PBMC 
tratadas y no tratadas con 10 µM PDTC durante 24 horas y a condiciones 
controladas de incubación (37 °C y 5% de CO2).  
Por otro lado, la medición indirecta de la activación de la vía NF-κB se realizó 
cuantificando los niveles de proteína IκBα fosforilada en la fracción 
citoplasmática de las PBMC tratadas y no tratadas con 10 µM PDTC durante 
24 horas en condiciones controladas de incubación. 
i. Cuantificación de la activación de la vía NF-κB mediada por la 
proteína RelA (p65) en la fracción nuclear de las PBMC 
La medición de las cantidades de proteína RelA (p65) se realizó a través 
del kit TransAM® NFκB Family (Active Motif®), el cual utiliza un sistema 
tipo ELISA con placas cubiertas con oligonucleótidos consenso de NF-
κB. Las proteínas activadas de la vía NF-κB, entre ellas la proteína p65, 
son translocadas al núcleo para iniciar la activación de los genes 
correspondientes. Estas proteínas se unen a los oligonucleótidos 
consenso ubicados en la placa del kit, para después ser alcanzados por 
un anticuerpo específico, por lo cual estas proteínas (entre ellas la p65) 
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se encontrarán unidas tanto al oligonucleótido consenso como al 
anticuerpo específico. Finalmente, la detección ocurre cuando se añade 
un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, lo cual permite la 
generación de color que puede ser medido a través de un 
espectrofotómetro. Los valores medidos de la proteína RelA (p65) fueron 
luego transformados en porcentaje de activación de la vía NF-κB 
utilizando los datos obtenidos de la medición del Raji (muestra de 
referencia incluida en el kit) que sirvió como normalizador para este 
experimento. 
La activación de la vía NF-κB mediada por la translocación de la proteína 
RelA (p65) fue cuantificada a partir de la fracción nuclear de las PBMC 
tratadas y no tratadas con PDTC 10 µM obtenida en el procesamiento 
con el kit PARISTM. Dicha cuantificación fue realizada siguiendo el 
protocolo del kit TransAM® NFκB Family (Active Motif®) que fue 
explicado anteriormente. 
Los datos obtenidos de las mediciones la proteína RelA realizadas en el 
espectrofotómetro fueron almacenados para su posterior análisis 
utilizando el software GraphPad Prism versión 6.0.  
ii. Medición de los niveles de la proteína IκBα en la fracción 
citoplasmática de las PBMC 
La cuantificación de la proteína IκBα se realizó utilizando el sistema IkB 
alpha (Total/Phospho) Human InstantOne™ ELISA Kit, el cual utiliza una 
plataforma ELISA tipo sándwich para la detección de la proteína IκBα en 
sus dos formas, fosforilada y no fosforilada, usando anticuerpos 
específicos. Los anticuerpos específicos a fosfoserina32 y fosfoserina36 
de la proteína IκBα son añadidos y acoplados a los pocillos de la placa 
del kit para luego agregar la fracción citoplasmática conteniendo la 
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proteína blanco. Posteriormente, después de los lavados respectivos, se 
añade el segundo anticuerpo conjugado y se realiza la incubación 
indicada en el protocolo junto con el reactivo de detección que contiene 
peroxidasa y que da lugar una reacción colorimétrica. Finalmente, se 
agrega el reactivo de detección que detiene la reacción de la peroxidasa 
y permite la lectura por espectrofotometría de las muestras analizadas a 
una longitud de onda de 450 nm.  
De esta manera, los niveles de proteína IκBα fosforilada, que son un 
indicativo de la degradación posterior de esta proteína por parte del 
proteosoma, fueron medidos utilizando el kit mencionado anteriormente 
y siguiendo el protocolo del fabricante, a partir de la fracción 
citoplasmática de las PBMC tratadas y no tratadas con 10 µM PDTC por 
24 horas. 
Los datos obtenidos de los niveles de la proteína IκBα fosforilada fueron 
expresados en valores de densidad óptica (OD) utilizando como blanco 
el buffer de dilución de las fracciones citoplasmáticas de las muestras. 




3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente utilizando el software 
GraphPad Prism versión 6.0, el cual también permitió realizar los gráficos de 
resultados para cada uno de los ensayos. La única excepción se tuvo para el 
cálculo de la concentración letal media (LC50) de la PDTC, el cual fue realizado 
en el software Excel 2016 utilizando la función Probit.  
Debido a la normalidad que presentaron los datos resultantes en la mayoría de 
los experimentos realizados, se utilizaron pruebas estadísticas paramétricas 
para comparar los resultados obtenidos entre los grupos analizados (con y sin 
tratamiento con PDTC 10 µM por 24 horas) y evaluar las diferencias. El único 
set de datos que no cumplió la normalidad fue los resultados de la cuantificación 
de la citoquina IFN-γ, por lo que se utilizó la prueba de Wilcoxon para evaluar 
las diferencias entre tratamientos. Todas las pruebas estadísticas se realizaron 




1. CONCENTRACIÓN LETAL MEDIA DE LA PDTC  
Los datos resultantes en este experimento mostraron que existen diferencias 
en los valores de la LC50 de PDTC entre los tiempos de incubación de las 
PBMC. De esta manera, se evidenció que, con un tiempo de incubación de 24 
horas, la concentración letal media fue de 194 µM; mientras que para las 48 
horas la LC50 se redujo a 111 µM; así también, la LC50 disminuyó a un valor de 
86 µM para las 72 horas de incubación. Estos resultados se encuentran 
resumidos en la Tabla 1. 
Tabla 1. Análisis y resultados del cálculo de la concentración letal media (LC50). El análisis 
se realizó utilizando la función Probit en el software Excel 2016 para cada uno de los tiempos de 
incubación y tomando en consideración todas las concentraciones. Se comprobaron los 
resultados haciendo uso de una prueba de Chi-cuadrado. 
 
Mortalidad Observada Mortalidad Esperada
uM log Probit Probit
0 194 5 3 3.12
5 0.7 164 11 6 3.45 3.47
10 1.0 157 17 10 3.72 3.76
20 1.3 149 39 21 4.19 4.05





Mortalidad Observada Mortalidad Esperada
uM log Probit Probit
0 183 12 6 3.45
5 0.7 159 19 11 3.77 3.76
10 1.0 153 30 16 4.01 4.04
20 1.3 129 42 25 4.33 4.31





Mortalidad Observada Mortalidad Esperada
uM log Probit Probit
0 171 19 10 3.72
5 0.7 157 29 16 4.01 3.97
10 1.0 142 37 21 4.19 4.22
20 1.3 124 49 28 4.42 4.47
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Estos resultados también indican que las LC50 calculadas fueron superiores a 
las concentraciones utilizadas para este experimento, ya que la máxima 
concentración utilizada en el cálculo de la LC50 fue de 40 µM mientras que el 
mínimo valor de LC50 detectado fue de 86 µM. 
Asimismo, los resultados obtenidos también permitieron establecer la 
concentración de trabajo para los experimentos posteriores. En este sentido, 
respecto a los tiempos de incubación se observó que, a 24 horas de incubación, 
la viabilidad celular de las PBMC se reduce hasta 80% en la concentración de 
máximo valor (40 µM); mientras que en los tiempos de incubación 48 y 72 
horas, la viabilidad celular se reduce hasta aproximadamente 60% en la 
máxima concentración de PDTC analizada (40 µM). Por lo tanto, se consideró 
utilizar un tiempo de incubación de 24 horas, debido a que a este tiempo los 
efectos de la PDTC no eran lo suficientemente tóxicos para generar 
interferencia con los procesos celulares que fueron evaluados en los demás 
experimentos. 
De la misma manera, respecto a las concentraciones de PDTC, se observó una 
relación de dosis dependencia con reducción de la viabilidad celular en todos 
los tiempos de incubación evaluados. Además, los resultados mostraron que la 
concentración de 10 µM, a las 24 horas de incubación, mantuvo un porcentaje 
de viabilidad celular de aproximadamente 90%. Esta pequeña variación en la 
viabilidad celular entre la concentración blanco (0 µM) y la concentración de 10 
µM de PDTC indicaría que esta concentración podría generar efectos medibles 
en los experimentos posteriores, pero sin producir interferencias provocadas 
por la citotoxicidad de la PDTC.  
Los resultados de este experimento permitieron establecer la concentración de 
PDTC y el tiempo de incubación del cultivo celular a utilizarse en los 
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experimentos subsiguientes, los cuales fueron de 10 µM y 24 horas, 
respectivamente. En la Figura 12 se muestra la curva de citotoxicidad analizada 
con las variables concentración y tiempo de incubación que fueron usadas en 
este ensayo. 
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Figura 12. Gráfico dosis respuesta de PBMC. El porcentaje de viabilidad se obtuvo mediante 
el cálculo porcentual de las células muertas en el conteo por exclusión con azul de Tripán. Ensayo 
realizado por triplicado.  
2. PROLIFERACIÓN CELULAR DE LAS PBMC TRATADAS CON PDTC 
Los efectos del tratamiento con 10 µM de PDTC por 24 horas sobre la 
activación de la vía NF-κB en células de pacientes con PET permitieron 
evidenciar resultados relevantes sobre la proliferación celular, una de las 
principales características de células donde la vía NF-κB se encuentra activa. 
Los análisis comparativos de la proliferación celular entre las PBMC de 
pacientes con PET tratadas y no tratadas con PDTC se muestran en la Figura 
13. Se evidenció una reducción estadísticamente significativa en el número de 
células mitóticas (p = 0.0017) en aquellas células tratadas con 10 µM de PDTC 
durante 24 horas. El número de células divididas en las muestras tratadas con 
PDTC tuvo una media de 2858 células (DE = 1438), mientras que las muestras 
no tratadas con el antioxidante mostraron una media de 8542 células divididas 
(DE = 4968).  
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Estos resultados revelaron que el tratamiento con PDTC es capaz de reducir la 
proliferación celular en las PBMC de pacientes con PET, probablemente a 
través de la modulación de la activación de la vía NF-κB y la disminución de 
sus efectos sobre estas células. Esta reducción mayor al 60% en comparación 
con las PBMC no tratadas demostró la capacidad de la PDTC para disminuir la 
proliferación en células infectadas con HTLV-1, que además estuvieron 
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Figura 13. Análisis de proliferación celular mediante citometría usando CFSE. Los valores 
representan el número de células en división medidas por citometría después de 72 horas 
exposición al inductor de proliferación fitohemaglutinina (PHA), previo tratamiento (o no) con 
PDTC 10 µM por 24 horas. ST: Sin Tratamiento (n = 14); PDTC: Tratamiento con PDTC (n = 14). 
La data fue analizada con la prueba t para muestras pareadas. 
3. NIVELES DE EXRESIÓN DE LA CITOQUINA INF-γ EN PBMC TRATADAS 
CON PDTC. 
Al producirse la activación de la vía NF-κB se activa también la actividad 
proinflamatoria de las PBMC, específicamente sobre la expresión de muchas 
moléculas, sobre todo citoquinas con gran capacidad de generar respuestas 
inflamatorias en estas células, como la citoquina interferón gamma (IFN-γ), 
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cuya función más importante es la de activar a los macrófagos para la correcta 
eliminación de las células infectadas. Sin embargo, si su expresión es 
exacerbada, como ocurre en pacientes con PET, es posible que se genere 
daño al propio organismo. 
Los resultados de las mediciones sobre las cantidades de la citoquina IFN-γ 
expresadas por las PBMC de pacientes con PET tratadas y no tratadas con 
PDTC, que se muestran en la Figura 14, revelaron una reducción de más del 
75% en la concentración de la citoquina IFN-γ en los sobrenadantes de las 
células tratadas con PDTC respecto a las muestras sin tratamiento (p = 0.0005). 
Los resultados indicaron que la concentración de IFN-γ en las células de 
pacientes con PET no tratadas mostró una mediana de 372.50 pg/mL (CV = 
79.46%), mientras que las PBMC tratadas con 10 µM de PDTC por 24 h 
presentaron una mediana de 28.74 pg/mL (CV = 171.33%). Esto demuestra la 
capacidad de este antioxidante para reducir la promoción de la inflamación 
mediada por IFN-γ, probablemente a través de la reducción de la activación de 
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Figura 14. Análisis de la expresión de la citoquina IFN-γ. Los valores representan la 
concentración (pg/mL) de la citoquina IFN-γ en sobrenadantes de cultivo de PBMC de pacientes 
con PET tratadas o no con 10 µM de PDTC por 24 horas. ST: Sin Tratamiento (n = 12); PDTC: 
Tratamiento con PDTC (n = 12). El análisis de los datos se realizó utilizando la prueba de 
Wilcoxon para muestras pareadas. 
4. ACTIVACIÓN DE LA VÍA NF-κB 
a. Activación de la vía NF-κB por translocación de RelA al núcleo 
La cuantificación de la proteína RelA (p65) en la fracción nuclear de las 
PBMC permitió evidenciar la translocación de esta proteína al núcleo y, por 
lo tanto, sería indicativo directo de la activación de la vía NF-κB en las células 
los pacientes con PET analizadas bajo el tratamiento, o no, de 10 µM de 
PDTC por 24 horas. 
Como se observa en la Figura 15, los resultados de estas mediciones 
mostraron una reducción significativa en la activación de la vía NF-κB 
mediada por la translocación de la proteína RelA en las células de pacientes 
PET tratadas con PDTC en comparación con las PBMC sin tratamiento (p = 
0.0039). Los resultados indicaron que las PBMC tratadas presentaron un 
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porcentaje promedio de activación de la vía NF-κB mediada por RelA del 
5.097% (DE = 5.924), mientras que las muestras no tratadas con PDTC 
mantuvieron un porcentaje de activación del 43.130% (DE = 16). Todos 
estos resultados fueron obtenidos respecto de los valores del Raji que sirvió 
como un normalizador en este experimento. 
Estos resultados indicarían que la translocación de RelA hacia el núcleo de 
las células de pacientes con PET tratadas con PDTC, la cual se corresponde 
directamente con una modulación de la activación de la vía NF-κB a través 
de la vía canónica, es afectada de manera significativa por el tratamiento 
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Figura 15. Porcentaje de activación de la vía NF-κB. Los valores indican el porcentaje de 
activación de la vía NF-κB respecto al raji del kit utilizado para la cuantificación. ST: Sin 
Tratamiento (n = 6); PDTC: Tratamiento con PDTC (n =6). El análisis de los datos se realizó 
utilizando la prueba t para muestras pareadas. 
b. Cuantificación de la proteína IκBα fosforilada 
Al cuantificar la proteína IκBα fosforilada en la fracción citoplasmática de las 
PBMC tratadas y no tratadas con PDTC se evaluó si este antioxidante 
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mediaba sus efectos sobre la activación de la vía NF-κB a través de esta 
proteína, la cual es su inhibidor natural. 
Los resultados, que son mostrados en la Figura 16, no muestran diferencia 
significativa (p = 0.3739) de la proteína IκBα fosforilada en las células 
tratadas con PDTC en comparación con las células no tratadas. Estos 
resultados mostraron que las PBMC tratadas con PDTC tuvieron una media 
de OD, correspondiente a la cantidad de proteína IκBα fosforilada, de 0.2267 
(DE = 0.1134), mientras que la OD promedio en las células no tratadas con 
PDTC fue de 0.2573 (DE = 0.1071), esto supone una diferencia mínima, 
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Figura 16. Cuantificación de la proteína IκBα fosforilada. Los valores indican desviación 
óptica (OD) medida a una longitud de onda de 450 nm, la cual es directamente proporcional a la 
cantidad de IκBα fosforilada en PBMC de pacientes con PET tratadas y no tratadas con PDTC. 
ST: Sin Tratamiento (n = 15); PDTC: Tratamiento con PDTC (n = 15). La data se analizó utilizando 




HTLV-1 está ampliamente extendido a nivel mundial, se estima que alrededor de 
10 millones de personas están infectadas, aunque la mayoría de estas son 
asintomáticas (Gessain & Cassar, 2012). Una de las enfermedades asociada a 
HTLV-1 más recurrente y de gran relevancia es la paraparesia espástica tropical 
(PET), la cual está caracterizada por la rigidez de los miembros inferiores 
acompañada de parálisis progresiva con subsecuentes alteraciones sensoriales y 
del sistema urinario (Gotuzzo et al., 2004). Sin embargo, a pesar de los diversos 
estudios realizados sobre la PET, en la actualidad no se cuenta con un tratamiento 
estandarizado para esta enfermedad. En este estudio se investigaron los efectos 
del antioxidante pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) sobre la activación de la vía NF-
κB, la cual se encuentra sobreactivada en pacientes con PET y estaría implicada 
en la patogénesis de esta enfermedad (Grassman et al., 2005).  
Inicialmente se realizaron ensayos de citotoxicidad celular para identificar la 
concentración letal media de la PDTC sobre las células mononucleares de sangre 
periférica. Dichos ensayos mostraron que la LC50 varió de manera significativa en 
cada tiempo de incubación, reduciéndose a medida que se prolongaba el tiempo de 
cultivo de las PBMC tratadas con PDTC (Tabla 1; Figura 12). Este resultado 
indicaría la importancia del factor tiempo sobre los efectos de la PDTC en las células 
analizadas, ya que promovería una mayor exposición al antioxidante y, a la vez, 
reduciría los componentes nutricionales presentes en el medio de cultivo. En la 
misma línea, también se detectó que las LC50 encontradas superaban en gran 
medida a las dosis utilizadas para este ensayo, ya que ninguna de las 
concentraciones ensayadas redujo la viabilidad celular a menos de 60%. Por lo 
tanto, cualquiera de las dosis analizadas podría haber sido usada como 
concentración de trabajo para los demás experimentos. 
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Sin embargo, el análisis de las curvas de citotoxicidad permitió establecer una 
concentración de PDTC adecuada para los experimentos subsiguientes. Se 
seleccionó la concentración de 10 µM y el tiempo de incubación de 24 horas, que 
presentaron una viabilidad celular de 90%, la cual es suficiente para poder encontrar 
alguna diferencia respecto al no tratamiento con PDTC, pero sin desmedro de la 
viabilidad celular que podría interferir con otros efectos sobre las células. Existen 
estudios que han utilizado concentraciones de PDTC similares a la utilizada en esta 
investigación en estirpes celulares de distinto origen, lo cual indicaría que las dosis 
cercanas a 10 µM de PDTC generan los efectos de modulación de la activación de 
la vía NF-κB y de sus procesos celulares ulteriores sin la reducción de la viabilidad 
celular. Por ejemplo, Gaudermack et al. (2002) indicaron que las concentraciones 
de PDTC menores o iguales a 15 µM mejoran de manera significativa la 
supervivencia celular en células HeLa infectadas con rinovirus humano, al tiempo 
que reduce los efectos citopáticos. En la misma línea, Krakauer & Buckley (2008) 
demostraron que dosis tan bajas como aquellas menores de 1 µM pueden generar 
efectos de inactivación de la vía NF-κB en células mononucleares de sangre 
periférica inducidos a generar actividad proinflamatoria mediada por exotoxinas 
superantigénicas de estafilococos. 
En contraste, también se han descrito dosis mayores de PDTC utilizadas no solo 
en líneas celulares cancerígenas sino también en animales de laboratorio, como 
ratones. De esta manera, Morais et al. (2006) utilizaron dosis entre 25 y 100 µM de 
PDTC para identificar los efectos antiproliferativos de este antioxidante sobre líneas 
celulares de carcinoma de células renales. Asimismo, Gu et al. (2009) utilizaron 
tratamientos de PDTC entre 100 y 200 mg/kg administrados oralmente en ratones 
con cáncer de mama que mostraron efectos de la vía NF-κB activada. Asimismo, 
Cuzzocrea et al. (2002) administraron intraperitonealmente entre 10 y 100 mg/kg de 
PDTC en ratones en los que se indujo artritis mediada por colágeno y que 
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presentaron procesos inflamatorios que han sido asociados con la activación la vía 
NF-κB.  
Estos datos indican que las dosis de PDTC que generarían los efectos sobre la vía 
NF-κB dependen posiblemente de dos factores. Primero, el tipo de muestra sobre 
la que se realiza el estudio, células de distintas extirpes o animales de 
experimentación, podría tener variables externas no controladas que terminen 
afectando los efectos de la PDTC sobre la vía NF-κB; además, cada tipo de muestra 
presentaría una potencia distinta de la vía NF-κB y sus efectos, mediada por la 
forma de activación y el factor activador de esta vía, y esta diferencia derivaría en 
las divergencias de concentraciones de PDTC que han sido utilizadas en los 
diversos estudios. 
Por otro lado, utilizando la concentración de 10 µM de PDTC se observó una 
reducción significativa de la proliferación celular en células tratadas con este 
antioxidante durante 24 horas. Esta inhibición de la proliferación celular, que en este 
estudio fue de más de 50%, ha sido reportada en diversas investigaciones con 
diferentes tipos celulares (Schreck et al., 1992; Arima et al., 2004; Morais et al., 
2006). Es posible que esta reducción en la proliferación provocada por el 
tratamiento con PDTC esté vinculada con la menor expresión de genes anti-
apoptóticos o relacionados con la proliferación celular que están asociados con la 
activación de la vía NF-κB. Morais et al. (2006), demostraron que, en líneas 
celulares de carcinoma de células renales, la PDTC ejerce efectos antiproliferativos 
y pro-apoptóticos; a través de la reducción de la unión de las subunidades de NF-
κB al ADN, mediada por la PDTC, en este estudio se observó la disminución de la 
expresión de los genes Bcl-2 y Bcl-XL que conllevó a un incremento de la apoptosis 
y, en consecuencia, a la reducción de la proliferación estas células. Asimismo, 
Arima et al. (2004) mostraron que la PDTC es capaz de inducir apoptosis en células 
ATLL (leucemia/linfoma de células T del adulto, por sus siglas en inglés), las cuales 
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también son células infectadas con HTLV-1 y que son altamente proliferativas, y 
que este efecto estaría mediado posiblemente por sus efectos sobre la activación 
de la vía NF-κB, específicamente sobre la proteína p53; asimismo, demostraron que 
la proteína viral Tax es capaz de reducir la apoptosis mediada por la PDTC, aunque 
no reduce los efectos de este antioxidante sobre la detención del ciclo celular en la 
fase G1, lo cual también tiene implicancia en la inhibición de la proliferación celular. 
De esta manera, es posible inferir que el antioxidante PDTC tiene efectos marcados 
sobre la proliferación celular, tanto en células inducidas a proliferar artificialmente, 
como en este estudio donde se utilizó el inductor de proliferación fitohemaglutinina, 
como en células espontáneamente proliferantes, como las líneas celulares 
derivadas de estirpes cancerígenas. Este efecto antiproliferativo de la PDTC estaría 
mediado básicamente por la inducción a apoptosis de las células dañadas o 
infectadas, evitando, de esta manera, su progreso en el ciclo celular.     
Por otra parte, en este estudio también se evidenció la reducción de más del 75% 
de la expresión de la citoquina interferón gamma en las células tratadas con 10 µM 
de PDTC. Este hecho resulta de gran importancia, sobre todo por la relevancia que 
suscita para la patogénesis de la paraparesia espástica tropical, donde, según se 
informó previamente, se produce una expresión crónica de citoquinas 
proinflamatorias mediada por la activación de la vía NF-κB que, finalmente, terminan 
generando lesiones irreversibles en las zonas de la médula espinal dónde se 
producen las infiltraciones de linfocitos infectados. En ese sentido, la reducción de 
la expresión de IFN-γ en PBMC de pacientes con PET provocada por el tratamiento 
con PDTC sería indicativo de la capacidad de este antioxidante para reducir la 
respuesta inflamatoria de estas células. Esta propiedad de la PDTC ha sido descrita 
anteriormente por Krakauer & Buckely (2008), quienes demostraron la potencia del 
antioxidante PDTC para atenuar, incluso en concentraciones micromolares, la 
producción de citoquinas proinflamatorias, como interferón gamma, en células T 
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inducidas por superantígenos de estafilococos; asimismo, indicaron que la PDTC 
redujo la activación de la vía NF-κB de manera correlacionada a la desregulación 
de las citoquinas proinflamatorias, entre ellas IFN-γ. En el mismo sentido, Wan et 
al. (2018) reportaron que el tratamiento con PDTC inhibe la producción de 
citoquinas proinflamatorias, entre las que destaca IFN-γ, a través de la reducción 
de la activación de vía NF-κB en células con disfunción mitocondrial mediada por 
deoxinivalenol (DON).   
En los párrafos anteriores se manifestó la capacidad del antioxidante PDTC para 
reducir de manera significativa la proliferación celular y la expresión de citoquinas 
proinflamatorias en células de pacientes con PET. Tanto la proliferación celular 
como la expresión de citoquinas son efectos característicos de la activación de la 
vía NF-κB. En ese sentido, se podría deducir que en estas células de pacientes PET 
también debería existir una reducción de la activación de la vía NF-kb mediada por 
el tratamiento con PDTC. Para demostrar este hecho, se realizó un análisis 
comparativo sobre las cantidades de la subunidad RelA translocadas al núcleo, lo 
cual representa de manera directa la activación de la vía NF-κB, entre las células 
de los pacientes PET tratadas y no tratadas con PDTC. Los resultados demostraron 
que, tal como se esperaba, se produjo una reducción significativa de la activación 
de la vía NF-κB mediada por la translocación de RelA al núcleo. Este resultado se 
corresponde con la investigación descrita por Krakauer & Buckley (2008), donde 
demostraron que las células T inducidas con superantígenos de estafilococos que 
fueron tratadas con el antioxidante PDTC reducían la cantidad de la subunidad p65 
(RelA) liberada, lo cual está directamente relacionado con la disminución de 
activación de la vía NF-κB; sin embargo, los autores no llegaron a determinar la 




En este estudio se pretendió entender la manera como el antioxidante PDTC genera 
sus efectos sobre la vía NF-κB, para ello se evaluó la cantidad de proteína IκBα 
fosforilada que indica el marcaje de esta proteína para su posterior degradación por 
parte del proteosoma, lo que, a su vez, implica la liberación de las subunidades de 
NF-κB (p50 y RelA (p65)) para su posterior translocación al núcleo con la 
subsecuente activación de los genes asociados a esta vía celular. Nuestros 
resultados indicaron que no se presentaron diferencias significativas en los niveles 
de proteína IκBα fosforilada entre células de pacientes con PET que fueron tratadas 
y no tratadas con 10 μM de PDTC durante 24 horas. Estos resultados implicarían 
que el antioxidante pirrolidina ditiocarbamato ejerce sus efectos de reducción de la 
activación de la vía NF-κB posiblemente en una posición downstream (rio abajo) del 
punto de secuestro de las subunidades de NF-κB por parte de las proteínas de la 
familia IκB en la cascada de activación de la vía NF-κB. 
Finalmente, los resultados presentados en este estudio demuestran la capacidad 
del antioxidante pirrolidina ditiocarbamato para reducir la activación de la vía NF-κB 
y sus efectos celulares, específicamente la proliferación celular y la producción de 
la citoquina IFN-γ, en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con 
paraparesia espástica tropical. La forma como la PDTC logra ejercer sus efectos 
sobre la vía NF-κB aún no ha sido esclarecida; sin embargo, en este estudio se ha 
podido demostrar que dichos efectos no se encuentran relacionados con la 
fosforilación y degradación de la proteína inhibitoria IκBα, aunque es posible inferir 
que la PDTC actúe downstream a este punto en la cascada de activación de la vía 
NF-κB. Se requieren mayores estudios para dilucidar la forma precisa de actuación 




 La concentración letal media de la PDTC sobre las células mononucleares de 
sangre periférica fue variable respecto al tiempo de incubación, siendo mayor 
a las 24 horas (194 µM) y reduciéndose a las 48 (111 µM) y 72 horas (86 µM). 
Asimismo, la concentración de 10 µM por 24 h fue utilizada en los experimentos 
debido a que mantuvo una alta viabilidad celular (90%). 
 La pirrolidina ditiocarbamato fue capaz de reducir la proliferación celular, en 
más del 60%, de las células mononucleares de sangre periférica de pacientes 
PET inducidas por el inductor de proliferación fitohematoglutinina (PHA). 
 El tratamiento con la PDTC mostró una reducción mayor al 75% en la 
concentración de la citoquina IFN-γ expresada por las células mononucleares 
de sangre periférica de pacientes con paraparesia espástica tropical. 
 El tratamiento con la PDTC logró reducir aproximadamente un 40% de la 
activación de la vía NF-κB en las células de sangre periférica de pacientes con 
PET, lo cual demostraría que los efectos de este antioxidante sobre la 
proliferación celular y la expresión de la citoquina IFN-γ están mediados por su 
influencia sobre la activación de la vía NF-κB. 
 La reducción de la activación de la vía NF-κB por parte de la PDTC no se 
produciría a través de la modulación de la fosforilación y posterior degradación 
de la proteína inhibidora IκBα en el citoplasma.  
 La acción de la PDTC podría ocurrir downstream de la etapa de fosforilación 
de la proteína IκBα, ya que interviene en la modulación de los procesos 
ulteriores de la vía NF-κB como la proliferación celular, la actividad 




 Como se indicó en los procedimientos, las PBMC utilizadas en los 
experimentos de este estudio fueron previamente criopreservadas. El proceso 
de criopreservación-descriopreservación puede inducir estrés en las células, lo 
cual podría generar variaciones a nivel fisiológico celular provocando algunas 
interferencias en los resultados. Pese a todas las medidas tomadas para que 
la influencia de estas interferencias sea mínima, no se descarta la presencia de 
estas. Por esta razón, se recomienda realizar los experimentos utilizando 
muestras celulares recién aisladas o, en su defecto, aquellas que no hayan sido 
expuestas al proceso de criopreservación. 
 Para corroborar los efectos más específicos de la PDTC sobre la proteína IκBα 
se recomienda realizar las mediciones no solo con la proteína fosforilada, sino 
también con la fracción no fosforilada. De esta manera podrían evaluarse 
diferencias a nivel de la proteína IκBα total presente en las células tratadas o 
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ANEXO II: CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN DEL ESTUDIO 
1. CRITERIOS DE INCLUSIÓN  
 Individuos de 18 a 60 años de edad que firmen el consentimiento informado para 
el uso de sus muestras en el presente estudio (Anexo III). 
 Individuos HTLV-1 positivos, determinados por ELISA y PCR, con diagnóstico 
de mielopatía dictaminada en el IMTAvH. 
 Individuos HTLV-1 positivos, que no hayan recibido tratamiento para la 
enfermedad. 
 Individuos HTLV-1 positivos, que presenten una escala de kurtzke entre 0 a 5. 
2. CRITERIOS DE EXCLUSIÓN  
 Pacientes con diagnóstico de infección por HTLV-1 indeterminado o negativo. 
 Pacientes del cual se registró tuberculosis activa durante las fechas de la toma 
de muestra. 
 Pacientes HTLV-1 positivos, con co-infecciones por Strongyloides stercoralis o 
escabiosis, HIV, Sifilis. 
 Enfermedades crónicas debilitantes (Diabetes mellitus, Enfermedad renal 
crónica, enfermedad pulmonar crónica, enfermedad autoinmune). 
 Infecciones concomitantes (HIV, hepatitis viral crónica B o C, tuberculosis, HTLV-
2). 
 Pacientes con enfermedades inflamatorias conocidas, como: Síndrome de 
Sjögren, Artritis Reumatoide, Lupus Eritematoso Sistémico, Síndrome de Ojo 
seco, Tiroiditis de Hashimoto. 
 Pacientes con Dermatitis Infectiva, Tuberculosis, artritis reumatoide activa. 
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ANEXO IV: PROCEDIMIENTO CRIOPRESERVACIÓN Y DESCRIOPRESERVACIÓN 
DE PBMC 
A. Material Biológico 
Se utilizarán células mononucleares de sangre periférica de 16 pacientes con 
PET confirmado que provendrán del proyecto titulado «Modulación de la vía de 
NF-κB en células de pacientes infectados por HTLV-1 como blanco para el 
tratamiento de paraparesia espástica tropical», con código SIDISI 67039 y que 
hayan firmado el consentimiento informado revisado y aprobado por el comité 
de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia con código de 
Constancia 170-07-17 (Anexo 1). 
a. Aislamiento de las PBMC 
Las células fueron extraídas por el método de gradiente de Ficoll. Se 
separó los eritrocitos y plaquetas. Las PBMC serán criopreservadas en 
10% de DMSO hasta su procesamiento.  
b. Cultivos celulares 
Los cultivos se realizarán en placas de 96 pozos, donde se colocarán 250 
000 células por pozo con medio RPMI 1640 suplementado con 10% de 
suero fetal bovino, 1% de L-glutamina y 0.1% de β-mercaptoetanol. 
B. Reactivos y Soluciones 
Polvo de medio RPMI 1640 con L- Glutamina, HEPES 25mM sin bicarbonato 
de Sodio (Sigma Aldrich, Deisehnhofen, Germany), solución antibióticos 100X 
de Penicilina 100 UI/mL & Estreptomicina 100 µg/mL (Thermo Fisher Scientific, 
Darmstadt, Germany), polvo de bicarbonato de sodio grado biología molecular 
(Sigma Aldrich, Deisehnhofen, Germany), Suero Fetal Bovino procedente de 
USA, inactivado, estéril para cultivos celulares (Sigma Aldrich, Deisehnhofen, 
Germany), solución de L-Glutamina a 200mM, estéril para cultivos celulares 
(Sigma Aldrich, Deisehnhofen, Germany), solución de Azul de Tripan al 0.4 % 




a. Medio de Cultivo RPMI 1640 incompleto 
Se disolvió RPMI 1640 en 700 mL de agua apirógena. Se aseguró una 
completa disolución empleando por 20 min un agitador magnético D0400 
(Labnet, USA). Se adicionó los siguientes componentes:  
Tabla 2. Formulación medio RPMI 1640 incompleto 
Componente Para 1 litro 
Medio cultivo RPMI 1640 16.4 g 
Bicarbonato de sodio 2.0 g 
Antibióticos 100X de Penicilina 
100 UI/mL & Estreptomicina 100 
µg/mL 
10 mL 
Agua apirógena c.s.p. 1000 mL 
Se ajustó el pH a 7.4 y se filtró en un sistema de filtración Stericup HV con 
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés) de 
0.45 µm de tamaño de poro. Se almacenó a 4 °C. 
b. Medio de Cultivo RPMI 1640 completo 
Se suplementó el medio RPMI 1640 incompleto con L-glutamina a una 
concentración final de 2 mM y con Suero Fetal Bovino inactivado hasta un 
10 % del volumen final. No se almacenó a 4 °C. 
Solo después de que las células hayan alcanzado la temperatura ambiente 
se retiró la solución criogénica agitando en un baño maría a 37 °C hasta 
que desaparezcan los cristales. Se pasó la suspensión de PBMC a un tubo 
cónico y se le adicionó 10 mL de medio RPMI incompleto. Se centrifugó a 
500 g por 15 min. Luego de descartar el sobrenadante se volvió a lavar el 
pellet, resuspendiendo las células despacio. Finalizado el lavado se 
resuspendió las células en 1000 µL de RPMI completo. Todas las muestras 




ANEXO V: PROCEDIMIENTO PARA ESTIMAR PROLIFERACIÓN CELULAR 
1. Reactivos y Soluciones  
 Se empleó el trazador comercial CFSE (CellTrace™ CFSE Cell Proliferation 
Kit) (Figuras 17 y 18 y Anexo VI). 
 Buffer de tinción 1X  
Se diluyó 1/10 el Buffer PBS 10X en agua desionizada. Se homogenizó y se 
adicionó y se adicionó suero bovino fetal inactivado hasta un 10 % del 
volumen final. Se conservó a 4 °C. 
2. Metodología 
 Tinción de PBMC 
Se expuso las células con 2 µM de CFSE (Anexo VI) y se dejó en cultivo por 
72 horas. Posteriormente, se retiraron las células en tubos de poliestireno 
12x75 mm protegidos de la luz y se realizaron lavados con solución de 
tinción y centrifugación a 500 g por 10 min. Finalmente, se decantó el 
sobrenadante y se añadió 200 µL de buffer de tinción. 
 Adquisición en Citómetro de flujo  
Se adicionó 200 µL de buffer de ensayo 1X, se homogenizó. Figura. Se 
configuró un citómetro de flujo BD FACSCalibur™ (Beckton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, USA) con un láser de ion argón (azul 488 nm) y 
detectores FL para fluorescencia emitida a 530 nm (FL1). Se enlazó el 
citómetro de flujo al software Cell Quest. 
Se aseguró que las poblaciones celulares estén visibles en el gráfico dot 
plot entre el Forward Scatter (FSC, por su sigla en inglés) versus el Side 
Scatter (SSC, por su sigla en inglés). Seguidamente se posicionó la 
población en la parte derecha de la ventana a una emisión de voltaje para la 
Isotiocianato de fluoresceina (FITC, por su sigla en inglés), en el canal FL1 
(530/32). De designó la adquisición de 15000 eventos y se inició la 




Figura 17. Brochure del kit de CFSE utilizado para la estimación de proliferación celular. 
En esta sección se muestran los posibles resultados que se obtendrían al utilizar el kit de 





Figura 18. Brochure del kit de CFSE utilizado para la estimación de proliferación celular.  
En esta sección se ubica el procedimiento recomendado por el kit para la correcta realización del 




ANEXO VI: PROCEDIMIENTO DE ENSAYO RECOMENDADO POR EL KIT CFSE 
Traducido del brochure del kit de CFSE 
Materiales proporcionados 
CFSE (2 viales, 500 μg de tinte por vial) 
Materiales necesarios, pero no proporcionados 
 Suspensiones celulares de interés. 
 Dimetilsulfóxido de grado de cultivo celular fresco  
 Solución salina tamponada con fosfato de Dulbecco estéril (1X DPBS) 
 Medio de cultivo celular 
 Tubos cónicos de polipropileno estéril de 15 ml o 50 ml. 
 Tubos de microcentrífuga o crioviales de 2 ml. 
 Anticuerpos fluorescentes para análisis inmunofenotípicos o funcionales 
(opcional) 
Equipo requerido 
 Citómetro equipado con láser azul; por ejemplo, BD FACSCanto ™ II, BD 
LSRFortessa ™, citómetro de flujo BD LSR ™ II o BD Accuri ™ C6 
 centrifugadora 
 Incubadora de CO2 a 37 °C y baño de agua a 37 °C 
Almacenamiento 
A su llegada, almacene el producto con desecante y protegido de la luz a ≤ -20 °C hasta 
su uso. Después de la reconstituir con DMSO, almacene la solución stock con desecante 
a ≤ -20 °C en pequeñas alícuotas. La solución madre es estable durante 3 meses si se 
almacena como se indica. 
Procedimiento 
CFSE tiene una absorción máxima de 490 nm y una emisión máxima de 520 nm. Antes 
de teñir con este reactivo, confirme que su citómetro de flujo es capaz de excitar el 
fluorocromo y discriminar la fluorescencia emitida. 
Preparación de la solución de colorante CFSE en DMSO 
1. Prepare una solución madre de 10 mM de CFSE agregando 90 μL de DMSO a 
un vial de CFSE. Mezclar bien con vórtex. 
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2. Prepare alícuotas de un solo uso de la solución madre de CFSE (volumen 
definido por el usuario) utilizando tubos de microcentrífuga debidamente 
etiquetados o crioviales de 2 ml. 
3. Congele todas las alícuotas a ≤ -20 °C con desecante y proteja de la luz. 
Tinción de las células con CFSE 
Este procedimiento se ha optimizado para marcar linfocitos humanos y de ratón a 
concentraciones celulares de 10-30×106 células/ml. Las condiciones de ensayo prodrían 
optimizarse para otros tipos de células u otras densidades celulares. 
1. Descongelar la solución madre de 10 mM de CFSE, si se ha congelado 
previamente. 
2. Transferir las células a tubos de centrífuga de polipropileno de 15 o 50 ml. 
3. Lavar las células en 1X DPBS para eliminar las proteínas séricas residuales. 
4. Repetir el paso 3. 
5. Resuspender las células a fondo en una suspensión de células individuales a 
una concentración de 10-30 × 10 ^ 6 células / ml en 1 × DPBS. 
Nota: Evite la tinción en buffers que contengan azida, suero o proteínas, 
ya que estos restos se unen al CFSE libre y pueden interferir con la tinción 
de las células. 
6. Agregar CFSE a la suspensión de células individuales para lograr una 
concentración final de 1-10 μM. Si es necesario, la solución madre puede ser 
diluida adicionalmente con DMSO antes de la adición a la suspensión de células 
individuales. Vórtex de inmediato. 
7. Incubar la suspensión de células de colorante en un baño de agua a 37 °C 
durante 10-15 minutos. 
8. Agregar 9 × el volumen original de 1X DPBS a las células y a las células 
granuladas por centrifugación. 
9. Decantar el sobrenadante y mezclar suavemente para romper el sedimento 
celular. 
10. Agregar 10 ml de medio completo con FBS al 10% y repita el paso de 
centrifugación. 
11. Decantar el sobrenadante y mezclar suavemente para romper el sedimento 
celular. 
12. Resuspender las células en medio completo y proceder al cultivo celular o al 




1. Confirme la señal de tinción de las células comparando las células teñidas con 
células control sin tinción. 
2. BD Horizon ™ CFSE puede usarse en ensayos de tinción intracelular que 
requieren fijación con formaldehído y permeabilización con metanol y 
detergentes, tinción intracelular de citoquinas, o tinción de factores de 
transcripción. 
3. Se pueden lograr intensidades de tinción iniciales más altas aumentando la 
concentración inicial de CFSE. Sin embargo, como con otros esteres de 
succinimidil éster que contiene colorantes de rastreo, las concentraciones de 




ANEXO VII: PROCEDIMIENTO ESTIMACIÓN DE LA ACTIVACIÓN DEL NF-κB 
A. Separación de fracciones nuclear y citoplasmática  
El proceso de separación de fracciones se realizó mediante el kit Paris® (Ambion, 
Lituania), a partir del cual se obtuvieron dos fracciones celulares: nuclear y 
citoplasmática (Figura 19).  
B. Medición de la traslocación de relA 
La medición de las cantidades de proteína RelA (p65) se realizó a través del kit 
TransAM® NFκB Family (Active Motif®), el cual utiliza un sistema tipo ELISA con 
placas cubiertas con oligonucleótidos consenso de NF-κB (Figura 20). 
C. Medición de la proteína IκBα fosforilada 
La cuantificación de esta proteína se realizará a partir de la fracción 
citoplasmática, utilizando el kit IkBα (Total/Phospho) ELISA (Invitrogen) que hace 
uso de anticuerpos primarios dirigidos a fosfoserina32 y fosfoserina36 del IκBα 
para distinguir entre la proteína los dos tipos de IκBα (fosforilada y no fosforilada) 




Figura 19. Resumen del procedimiento de fraccionamiento celular realizado con el kit 
PARIS. Los resultados finales del procedimiento con este kit son una fracción nuclear y una 




Figura 20. Resumen esquemático del procedimiento utilizado para la medición de la 
proteína RelA en la fracción nuclear utilizando el kit TransAM® NFκB Family (Active 




Figura 21. Flujograma esquemático del procedimiento para la medición de la proteína IκBα 
utilizando el kit IkBα (Total/Phospho) ELISA (Invitrogen). Traducido y adaptado de la guía del 




Figura 22. Flujograma esquemático del procedimiento para la medición de la proteína 
IκBα utilizando el kit IkBα (Total/Phospho) ELISA (Invitrogen). Traducido y adaptado de la 
guía del kit de IkBα (Total/Phospho) ELISA (Invitrogen). 
